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摘 要 
小口径血管一般是指直径小于6 mm的血管，人工血管移植物已经被大量地
应用于临床实践中，目前临床上常用的主要有自体血管移植物、异体血管移植物
和人工合成的高分子材料血管移植物等3大类血管移植物。其中前两类由于来源
有限与异体排斥反应局限了其临床应用，而高分子合成材料制成的人工血管已在
大口径血管移植方面取得了比较大的进展，但在小口径血管移植方面一直没有取
得突破性进展，究其原因主要还是由于血管材料的内皮化功能欠缺，机械性能不
如天然血管等，故本文采取将细胞种植于人工材料表面的方法，制备人源性细胞
外基质-高分子材料复合的生物血管，以弥补人工血管的缺陷。 
细胞外基质以及细胞外基质蛋白是作为所有细胞生长的基础环境和结构物
质存在的，对于干细胞、癌细胞、遗传性疾病等都起着非常重要的作用。细胞外
基质最主要的功能是细胞生活的结构支撑，除此之外，细胞外基质中还包含着多
种功能多样的细胞外基质蛋白，这些蛋白各自独立，有着自己独立的功能和职责，
但又相互作用，共同服务于细胞和组织，使细胞更好地生长繁殖。其中一些粘附
整合蛋白，调解细胞间的粘附和转导。ECM 蛋白质也可以结合可溶性生长因子，
影响细胞的分布、激活和表型。ECM 的蛋白质组成是个非常复杂的混合体系，
有胶原蛋白、黏连蛋白、糖蛋白等，各自发挥着不同的作用，共同服务于细胞，
促进细胞的增殖、分化等生长过程。 
肝纤维化现象出现在大部分的慢性肝脏疾病中，主要表现为以胶原蛋白为主
的细胞外基质蛋白的过度异常累计。快速的肝纤维化会导致肝硬化、肝脏衰竭等
疾病，随着我们对于肝纤维化的细胞分子机制的认识和了解，发现活化的肝星状
细胞、成纤维细胞、骨骼来源的肌成纤维细胞作为机体主要的生产胶原的细胞，
在受损的肝脏中发挥着重要的作用。使得这些细胞活化的纤维化因子主要有
TGF-β1，血管紧张素-Ⅱ等。本文正是利用这一原理刺激人的肝星状细胞产生大
量的胶原蛋白。血液透析人工血管动静脉内瘘应用广泛，但其弹性和顺应性与人
体动脉差异很大，不耐受反复穿刺，与吻合血管不匹配，常发生血管狭窄，造成
血栓。动脉血管中，细胞外基质（ECM）中的胶原蛋白是维持血管结构和力学
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性能的主要因素，理想的透析用人工血管应仿生动脉成分和结构。异种 ECM 来
源丰富，但其有潜在的抗原性，而临床上很难获得人源性 ECM。人受损肝脏中，
肝星状细胞被外界持续激活，过量分泌胶原等 ECM 而发生肝硬化，本项目利用
此特性制备具有人 ECM 成分的透析用生物血管，我们采用静电纺丝技术制备
PCL-Gelation-PEG20000 纳米纤维支架，再种植激活的肝星状细胞，静态培养下
肝星状细胞分泌胶原与PCL纳米纤维交联，比较血管各种性能以获得培养参数，
脱细胞后用肝素-壳聚糖水凝胶修饰使血管有抗凝性。 
关键词：人工血管  静电纺丝  细胞外基质  细胞种植  肝纤维化 
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Abstract 
There are 3 kinds of blood vessel grafts for the clinical use in the current: 
autologous blood vessels,allogeneic blood vessels and vascular synthetic 
materials.Autologous blood vessels are the most suitable because of no immune 
response,while limited by quantity,sources,and  the possibility of damaging to the 
patients;Allogeneic blood vessels are prone to immune rejection;Polymer synthetic 
blood vessels are restricted to diameter to the preparation of small blood vessels.The 
Stent synthetic polymer materials has been successfully applied in the large diameter 
of blood vessels,but the small blood vessels (diameter 6 mm or less) has not been 
applied successfully so far.So the construction of small diameter artificial blood 
vessels,the application of the principle of biology and engineering to build a new type 
of tissue engineering artificial blood vessels is very important. 
Extracellular matrix (ECM) that composed of large molecules such as 
collagen,the collagen glycoprotein and glycosaminoglycans sugar complex is a 
biological networks structure.Extracellular matrix is a special kind of natural 
biological derivatives,providing physical support for cell growth and suitable living 
environment, and regulating the cell adhesion,growth,proliferation and differentiation 
through the signal transduction,ECM plays an important regulatory role in the growth 
process of cell differentiation and tissue trauma repairation and regeneration.Natural 
extracellular matrix has the advantages of synthetic scaffold materials and overcomes 
its shortcomings,and has low immunogenicity and excellent biological characteristics. 
Hepatic fibrosis is a wound-healing response that engages a range of cell types 
and mediators to encapsulate injury.Hepatic fibrosis is characterized by an abnormal 
deposit of extracellular matrix (ECM) constituents,especially typeⅠcollagen.The 
activated hepatic stellate cell (HSC) is responsible for increased collagen synthesis 
during liver fibrosis.TypeⅠcollagen comes mainly from the activation of hepatic 
stellate cells.Studies have demonstrated that the damage of hepar can promote the 
activation of hepatic stellate cells and accelerate protein expression of collagen type
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Ⅰ.These cells are activated by fibrogenic cytokines such as TGF-β1,angiotensin II. 
Liver fibrosis is the excessive accumulation of extracellular matrix proteins 
including collagenthat occurs in most types of chronic liver diseases.Advanced liver 
fibrosis results in cirrhosis,liver failure,and portal hypertension and often requires 
liver transplantation.Our knowledge of the cellular and molecular mechanisms of liver 
fibrosis has greatly advanced.Activated hepatic stellate cells,portal fibroblasts,and 
myofibroblasts of bone marrow origin have been identified as major 
collagen-producing cells in the injured liver.  
TGF-β1 can activate the hepatic stellate cells (HSCs) to enhance the secretion of 
extracellular matrix (ECM) which plays a key role for the development of liver 
fibrosis.So in this research,we will employ the ability of activated HSCs to prepare 
human-derived ECM biological vascular grafts.According to our previous study,the 
activated HSCs presented a stronger ability in secretion of collagen than fibroblasts, 
we will prepare PCL-gelatin nanofibers vascular scaffold with electrospinning.We 
will seed activated HSCs on the PCL-gelatin scaffold. The activated HSCs will 
secrete ECM such as collagen on the prepared vascular scaffold which will be 
cultured under self-made vascular bio-reactor.The ECM nanofibers are remodeled 
under the stress,and crosslink with PCL nanofibers.At intervals,the ECM will be 
analyzed for an ideal production parameter.The HSCs-ECM-PCL vascular 
construction will be decellularized and lyophilized,and modified with heparin 
chitosan hydrogel for anticoagulant ability.The anticoagulant ECM-PCL vascular 
graft will be implanted for arteriovenous hemodialysis access in animal model.The 
analysis of the original ECM and PCL degradation, host immune and vascular cells 
infiltration, different layers of vascular wall formation or regeneration and host ECM 
regeneration will be carried out to confirm vascular mature duration and characters. 
Keywords: Artificial blood vessel；electrostatic spinning；Extracellular matrix；cell 
seeding；Hepatic fibrosis.
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第一章  绪论 
1.1  血管组织工程学的建立与发展 
组织工程（tissue engineering,TE）就是将生物科学和工程学的基本原理综合，
使相关组织及具有特定功能的细胞在体外培养得以扩增，再将其种植于性能优良
的人工材料上，使其增殖、分化并产生与之相应的具特定功能的细胞外基质
（ECM），最终构建为细胞外基质纤维－人工材料纤维紧密结合的复合生物材
料，然后将其植入体内与受体组织进行融合与重塑的过程，以达到对机体病变部
位在结构上修复、功能上重建的目的 1。 
类比于组织工程的定义，组织工程血管（tissue-engineered blood vessels，
TEBV）则是收集特定功能的细胞，种植于人工的血管支架材料上，目标是：建
立在结构和功能上与自体血管相似的人工血管替代物。在这个过程中，首先在体
外获得目标组织的相关细胞，并培养和诱导该细胞在体外快速增殖和定向分化；
然后将其种植在制备的复合血管性能的人工血管支架上，在适宜的条件下（细胞
培养条件、模拟血管体内环境）进行三维立体动态培养；最终形成与自体血管具
有相似或者相同的三维空间结构、机械性能和生理学特性的血管移植物，代替和
修复机体内部的血管病变部位，并确保可以长期保持通畅。血管方面疾病的患病
率与发病率日益增高,血管移植已逐渐成为目前临床上使用较多的治疗方法之
一。 
目前，临床实践中使用的血管移植材料主要有自体血管、异体血管和合成材
料血管等。自体血管尤其是自体动脉血管被认为是临床上最有效的机体病变血管
的替代者，但由于其来源非常有限且对供体本身损伤较大，无法在临床方面实现
广泛使用 2-4。异体血管由于受到宿主的免疫排斥反应等原因，血管移植后容易发
生吻合口狭窄、动脉瘤形成等不良术后反应，影响了移植后的效果，从而限制了
其应用 5, 6。因为自体血管和异体血管的局限性，加上随着材料学科的发展和进
步，人们开始将目光从天然血管逐渐转移到人工合成材料上。将聚乙烯、聚乳酸
（PLA）、聚己内酯（PCL）、聚羟基乙酸(PGA)、聚氨酯等多种高分子合成材 
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料制备的血管支架，通过对材料表面的标记、修饰 7，改进人工材料的物理、化
学性质和表面性状，例如拉伸性能、亲水疏水性等，已基本达到血管移植的要求，
自此，人工合成材料血管在大、中口径人工血管移植物方面取得了较好的效果，
已被大量地用于临床实践中。但小口径移植血管(直径<6mm)在移植后，容易发
生吻合口狭窄、血管堵塞、产生血栓等现象,导致血管应用受限，无法长期保持
血管通畅。因此血管组织工程技术为小口径血管的移植,提供了新思路 8。 
1.2  组织工程血管的构建 
目前对于组织工程血管的构建主要包含了 3 个非常重要的部分 9。 
首先是种子细胞的选择：选择适合重建组织工程血管（TEBVs）并且能够大
量产生细胞自体纤维即细胞外基质(ECM)的细胞，然后使其增殖和分化；目前发
现的可以大量产生 ECM 的细胞有间充质干细胞、肝星状细胞等。 
第二个部分是血管支架材料，血管支架材料的选择包括天然来源的生物材料、
高分子合成材料和去细胞化的自体血管或是异体血管材料等，需要熟悉、了解它
们各自的优缺点来进行选择和相应的改进。 
第三部分是调控形成血管结构并维持各种机械、理化功能的细胞信号转导因
子。这三个部分相互影响，共同组成了构建组织工程血管的必要因素。 
1.2.1  种子细胞 
细胞的来源、选择、培养方式与增殖分化，是构建组织工程血管（TEBVs）
的最基础的部分。理想的种子细胞必须要具备容易获得，增殖能力强、易于体外
扩大培养，免疫排斥反应低（尽量选择自体细胞，可以排除免疫反应），临床使
用安全等优势，主要有干细胞、血管壁细胞、肝星状细胞等。其中，血管壁细胞
主要包括了内皮细胞、平滑肌细胞(SMC)和成纤维细胞等。从以正常机体的血管
相类似的结构和功能为基础出发，血管内壁的血管内皮细胞层须具有重要的生理
功能，尤其是抑制血栓的形成，以确保移植血管的通畅，因此提高人工血管的内
皮化研究工作非常重要。科学工作者们在如何提高人工血管内皮化方面做了很多
研究，种子细胞的功能不同直接影响人工血管的内皮化程度，科学家们从单细胞
培养到多种细胞联合培养进行了不同程度的探索，得到了一些较好的结果。例如
Niklason 等将平滑肌细胞（SMC）种植在高分子聚合物聚羟基乙酸（PGA）为
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原料的血管支架上，将其放置在模仿体内血管搏动的压力条件下培养了 8 周时
间，此法制备的组织工程血管表现出了和天然血管相类似的生理和机械性能 10，
为进一步的深入研究提供了一定的实验基础。 
随着科技的不断进步，人们对于干细胞的认识逐渐深入，近年来人们开始探
索干细胞在血管组织工程中的应用 11, 12。研究表明，干细胞可以不断自我更新，
具有向其它组织细胞分化的潜能，增殖能力较强 13, 14，因此干细胞被认为是最有
潜力的细胞，在组织修复中有很大的研究前景。实验中常用的干细胞有骨髓间充
质干细胞（MSCs），属于间充质细胞的一种，其在体内可以在一定程度上调控
炎症反应、抑制免疫排斥反应等 15, 16，因此最有可能在临床上得到广泛应用。另
外，肝星状细胞也是一种非常多功能的间充质细胞,在肝细胞功能和肝脏对外损
伤的反应中，也同样起着至关重要的作用。肝星状细胞在肝脏受损的情况下会被
激活，产生以胶原蛋白为主的细胞外基质（ECM），事实上,肝星状细胞在接受
刺激后，可被激活并转化为肌成纤维细胞，是与肝损伤相关的肝纤维化发生的主
要途径 17，我们可以利用这一特殊的性质体外刺激肝星状细胞使其被激活，产生
大量细胞外基质，以此制备组织工程血管（TEBVs）。 
1.2.2  血管支架材料 
人体血管具有极其复杂的的结构，复杂的动脉壁由三个不同的层次组成:内
膜、中膜和外膜,内膜是最里面的一层，主要由结缔组织组成。中间层主要由平
滑肌细胞(SMC)、纤维弹性组织组成，结构分布较为密集。外膜由胶原基质组
成,主要包含成纤维细胞和血管周神经细胞。在小动脉和毛细血管等，其中一些
层可能不明显或者没有 18。外膜包含大量的胶原，增加了刚性，而外膜中的弹性
纤维则为血管壁的弹性提供了基础。 
血管内层是至关重要的，可以防止凝血、炎症发生等。外层也很重要，可以
调控气体分子(氧气和营养)的交换，它还控制着信号传导 19。中间的平滑肌层的
血管壁有独特的收缩功能。当信号或细胞因子刺激平滑肌细胞（SMC）时,后者
细胞协调的方式是扩张和收缩，这导致血管扩张和收缩的压力的变化。支架结构
细胞外基质（ECM）、空间组织以及内皮细胞和平滑肌细胞之间的相互作用,因
此自体 ECM 是设计组织工程血管结构时的重要因素 20。 
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组织工程血管的材料来源主要包括了来源于自体的脱细胞生物支架材料、天
然生物支架材料和高分子可降解支架材料等三大类，还有近些年兴起的 3D 打印
血管。优质的可以应用于临床的组织工程血管的材料应具备以下的特征：生物相
容性好；表面结构及特性适于细胞的黏附、增殖，抗凝血，免疫排斥反应低；具
有一定的可降解性，在一定时间会逐渐降解或是和自身组织融合，降解速率与自
体细胞外基质新生速率相当，且降解产物无毒性；具有一定渗透性，但渗透性较
低，具有与天然血管相近似的机械性能；较易获得、性能稳定、可塑性好等。 
1.2.2.1  3D 生物打印材料 
目前 3D 生物打印机能够生产出简单的组织结构，大约由 20 层细胞构成。
如以厚度为标准衡量，其仅为几百微米。使用 3D 生物打印机生产出来的一些更
大组织力度比较差，甚至连自身都不能承受。该技术目前处于实验室医疗研究和
药品发现阶段比如应用于药物发现研究以及毒性测试行业。目前也很难预测何时
能将 3D 生物打印血管用于临床 21, 22。 
1.2.2.2  脱细胞生物支架材料 
目前常用的脱细胞生物支架材料主要包括同种异体、异种以及体外细胞材料
培养增殖后去细胞化的细胞外基质-材料复合材料等。目前脱细胞的方法主要有
物理方法、生物酶消化法和去污剂法，其中以生物酶消化法较为常用。 
1.2.2.3  天然生物支架材料 
天然生物支架材料主要包括壳聚糖(Chitosan)及其相关衍生物、明胶(Gelatin)、
胶原(Collagen)和透明质酸（Hyaluronic acid）等。它们的来源均为天然的生物体，
因此拥有很好的生物相容性，为细胞的生长、繁殖和分化提供天然的细胞外基质
结构，具有良好的顺应性以及较低的免疫排斥性 23, 24；但同时，天然生物支架材
料也具有物理强度差，体内降解较快等缺点。 
1.2.2.4  高分子支架材料 
高分子支架材料分为不可降解和可降解两大类。其中不可降解的包括聚四氟
乙稀(PTFE)、膨体聚四氟乙烯(e-PTFE)等，可降解的包括聚乳酸( PLA)、聚羟基
乙酸（PGA）和聚己内酯( PCL)等，有研究表明，聚己内酯可以在体内两年左右
才逐步降解 25。高分子支架材料的优点包括可大量标准化合成，可塑性好且可调
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